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堀 川 勲
喚覚伝導路 に おけ る神経栄養因子 を 特定す る目的で , 神経 栄養因子受容体発現
の 発達加齢お よ び喚神経切断 に ともな う
変化 を み る た 軌 高親和性受容体 であ る タ イ P シ ソ プ ロ テ ィ ソ カ イ ネ
ー ス の trk グル ー プに 対す る抗休3種類 を 用 い て免疫組
織化学的に 検索 した . 本研究 でほ マ ウ ス の 嗅上 皮 と喚球 を観察対象 に し, 胎生 , 新 生児, 成熱
お よび 老年期に お よ ぶ各発達段
階で の 変化を調 べ , さらに 成熟 マ ウ ス に お い て嗅神経切断後の 変化も経時的 に 調
べ た ･ そ の 結果 , trk グル ー プ に 対する 抗体 3
種類(trk, trk B, trk C) の うち , 胎生14 日か ら老年期 ま で の 全期間を通 じて発現 を認 め た の ほ , 神経 成長因子 (
n er v egro wth
fa ctor, N G F) 高親和性受容体に 相当す る trk であ っ た ･ 胎生期 と 出生直後 で は 嘆細胞 の 細胞体 とそ
の 軸索 とに trk の 発現が 見
られ , 成熟す る に つ れて 細胞体で の 発現 は低下 し , 軸索だ 桝 こみ られ る よ うに な っ た ･ 老年期
に は trk の 発現ほ 減少 した ･ 嗅
糸切断例で は 切断後 7 日 目か ら14 日 目に 喚細胞 に trk の 発現の 増加 が認 め られ た ･ さ ら
に コ ル ヒ チ ン 処理を 施 した正 常成熟 マ
ウス で は , 嗅細胞の 紳胞体や喚球 の 傍糸球体細胞 に trk の 蓄積が 認め られ た ･ 以上 の 結果か ら , N G F高親和性受容体
ほ喚細胞
と傍糸球体細胞で産生 され, 喚覚伝導路の 発乱 成熟 生存維持 と神経障害時の 伝導路 の 再建等 に 関与 し
て い る と考 え られ
る . した が っ て喚覚伝導路 に お ける神経栄養因子 と して は , N G F が最も重要な役割を演 じて
い る と 推察さ れた ･
Key w ords N G F fa mily, trk gr o up, im mu nohisto che mistory･
Olfa ctory bulb･ 01factory
epitheliu m
神 経成長田子 (n er v egr o wth fa ctor, N G F) は 19 5 4年 ,
c｡he n ら に よ っ て 発見 され
"
, 交 感神経節細胞や後根神経節細
胞 の 分化 , 発 乱 生存維持に 重要 な役割を果た して い る こ と が
明 らか に な っ た
Z}a}
. さらに , こ の N G F ほ脳内の 嗅軌 海馬, 新
皮質に も存在 し 川 前脳基底部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ
ー
ロ ン 群で
ある対角帯(水平乱 垂直部), 中隔野, マ イ ネ ル ト基 底核 の 生
存維持 に 必須で ある こ とが 明 らか に な っ た ･ と こ ろ で 咲球に は
N GF 蛋白 の み な らず m R N Aも豊富 に存在す る こ と が 判明 し
て お り
仰 ト9)
, 喚球 に おけ る N G F蛋白の 存在意義 と して , 前脳
基底部の 対角帯水平部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ
ー ロ ン の 生存 に 関与
して い るもの と 考 え られ て い る
1 0)
. しか し著者は 予備実験 と し
て ラ ッ トで 嘆球除去 を行 い , 対角 帯水平部 の コ リ ソ 作 動性
ニ ュ
ー ロ ン に ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ染色を 行 っ て 詳細に
検討 した結果 , 1 ヶ 月後 に お い て も同部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ
ー
ロ ン の 減少 を認 め なか っ た (未発表). こ れに 対 して海馬 へ 投射
線維 を送 っ て い る対角帯垂直部 の コ リ ソ 作動性 ニ ュ
ー ロ ン は l
そ の 伝導路で ある脳弓の 破壊に よ っ て 90 %の ニ ュ
ー ロ ン が細
胞死を起 こす こ と は よく知 られ て い る . そ こ で 嗅球で 合成 され
る N GF はこ れま で 推定 され て い る対角帯水平部 の コ リ ン 作動
性 ニ ュ ー ロ ン の 生存 に 関与す る の で は なく , 喚細胞 の 生存 に 関
与す る の で は な い か との 想定 の も と に , 喚細胞 が神経成長因子
平成 6年12月16 日受付 , 平成 7年2月16 日受理
A bre viatio ns :B D N F, brain-deriv ed neurotrophic
N G F, n e r Ve grO Wth factor; N GF R, ner V egr OWth
受容体(n er v egr o wthfa ctor r e c eptor, N G F R) を発現 して い る
か どうか を 調べ る た め に 本研究 を計画 した ･
喚細胞ほ 日常的に 変性 と再生(新性)を繰 り返 し, 障害 に よ り
変性 に 陥 っ た 後も再生す ると い う特徴 を持 つ 神経細胞である こ
と か ら , N G Fと何 らか の 関係を 持 つ 可能性 が ある と考え られ ,
喚細胞に お ける N G F Rの 発現 に 関す る研究 が行わ れ て きた ･
これ ま で 行わ れ て きた喚党系 に おけ る N G F Rの 研究 ほ t 低親
和性 N G F Rに 対する抗体を 用 い た免疫組織化学法に よ る もの
や , 低親和性 NGF Rの mR N A を用い た分子 生物学的手法に よ
るも の が ほ と ん ど で あ っ た . し か し , 低 親 和性 N GF R は
N G F以外 の 栄養因子 , す な わ ち 脳由来神経栄養因子 (brainA
derived n e ur otrophic factor, B D N F) や ニ ュ
ー ロ ト ロ ピ ン 3ー
(n e u rotr ophin-3, N T-3) に 対す る受容体と して 共通 の も の で あ
る こ とが Rodriguez
- T 6bar ら
=)12)お よび He mpste ad ら
13)に より
判明 し, 低親和性 N G F Rの 発現の み で は どの 栄養因子が関与
して い る の か 決定 で き なか っ た .
最近 , 高親 和性 N G F Rの 一 部 を コ ー ド して い る遺 伝子 が ,
1986年 に M artin-Za nc a らに よ っ て報告 され た 結腸癌由来 の オ
ン コ ジ ー ン で ある 打点 の カ ル ポ キ シ ル 基末端側半分の チ ロ シ
ソ
キ ナ ー ゼ ドメ イ ン を 含む領域 に 対応す る プ ロ ト オ ン コ ジ
ー ン で
ある こ と が判 明 した
14 ト 18)
･ さ らに こ の け烏 プ ロ ト オ ン コ ジ
ー ン
factor; E P L, e Xter nal ple xiform layer; G L, glo m er
uli;
fa ctor re c eptor; N T-3, ne u rOtrOphin
-3; O E,■olfactory
epitheliu m; O N L, 01factory n er v elayer; P B S, Phosphate
















































































喚覚路に おけ る N G Fフ ァ ミ リ ー 高親和性受容体の 分布
に 極め て相同性の 高い け烏B, 汁烏C 遺伝子が発見 され , 打点(A)
遺伝子産物(p1 40
L 'u)は N G Fと , trkB 遺伝子産物(p1 45けAB)は
B D NF と , trk C遺伝 子産物(p1 45L ,kC) は N T-3 と結合す る こ と
が判明 した18 ト 21). 現 在は従来か ら知 られ て い た 低親和性 N G FR
(p75) と p140
t,A^ が結合 して 高親和性 N G F R を形成 し, p75と
p145
け撼
が 結 合 し て 高 親 和性脳 由来神経 栄養 田子受 容体
(br ain-deriv ed n e ur otr ophic fa ctor r e c eptor, B D N F R)が形成 さ
れ ると考 え られ て い る8)13). 最近 こ の け烏(A), fr鳥B, 打点C 遺伝子
産物に 対す る抗体が開発 された . そ こ で今 回著者は , こ れ らの
抗体を用 い て 神経栄養因子の 高親和性受容体 が マ ウ ス 喚覚伝導
路の 発達 , 成熟 , 老化に お い て 経時的に どの ように 発現す るか
を免疫阻織学的手法に よ り観察 ▲ 検討 した . さ らに 嗅球 が喚上
皮 へ の 栄養国子供給源で あると の 仮定 に 基づ き嗅糸切断後 の 喚
細胞の 再生過程匿 お ける受容体の 発現に つ い ても検討 した .
材料および方法
Ⅰ . 喚覚伝導路の発達 , 成熟 , 老化過程観察の た め の標本作
製
･実験材料は ddy- コ ン ベ ン シ ョ ナ ル マ ウ ス (静岡県実験動物農
業協同観合, 浜松) を使用 した . な お 胎齢 は雌膣液に お ける 精
子発見日 を胎生 0 日と して , 生後日齢ほ出生日 を生後 0 日 と し
て 算定 した . 成熟 マ ウ ス は生後約10週 の 雄を用 い , 老化 マ ウ ス
は生後 2年以上経過 した 堆を用 い た .
標本採取の ため に 胎生14, 16, 18 日, 生後 1 , 10 日 お よ び成
熟, 老化 マ ウ ス を各 3 匹 用い た . な お ∴准流液に ほ 0.01 M リソ
酸緩衝液(0.01 Mphosphate-buffer eds alin e, P B S), 固定液に ほ
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(4 %par afor m aldehyde, P F A) を使
用 した .
胎生1 4, 16, 18 日の 標 本採取ほ , そ れ ぞれ の 日数で の 妊娠 マ
ウス の 母 体に べ ソ トパ ル ビタ ー ル (ネ ン ブ タ ー ル R 一 ダイ ナ ポ ッ
ト, 大阪) を腹腔内投与 し, 麻酔下 に 開胸 し経心的 に 湾流固定
後, 子宮内か ら胎児を取 り出 し頭部を摘出 して行 っ た .
生後 1 日の 標 本採取 ほ 1 氷 塊上 で 低温麻酔後 一 閃 胸 し ,
4 % P F A 5ml に て 港流固定後, 頭部を 摘出 して 行 っ た .
生後1 0 日, お よ び成熟 , 老化 マ ウ ス の 標本採取 は ▲ ベ ン トパ
ル ビタ ー ル 腹腔 内投与に よ る麻酔後 , 開胸 し ト 経心 的に 濯流固
定後 , 鼻中隔面の 嘆粘膜と喚球 を摘出 して 行 っ た .
そ の 後 , 4 % P F Aに て 4 ～ 8時間の 後固定を施行 し , 次い で
25 %シ ョ 糖加 リ ン 酸 緩 衝 食塩 水 に て 1 晩浸透後 , 標本 を
O C Tコ ン パ ウ ン ド(Tiss u e-Tek, Elk ha rt, U. S. A)に 包哩 し ,
- 20度 で 凍結 した後 , ク ライ オ ス タ ッ トで 1恥 m の 連続切片を
作製 した .
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Ⅱ . コ ル ヒチ ン処理モデ ル の作製
コ ル ヒ チ ン が ラ ッ トの 交感神経 に お ける ア ミ ノ酸貯留顆粒の
軸索輸送 を遮断する こ と を Dahlstr6m が 証明 して い る22). ま た
Pior oら は コ ル ヒ チ ン が成熟 ラ ッ † の 小脳 に お ける プ ル キ ン エ
繊 維の NG F R免疫反応を増強 した こ と か ら , 中枢神経系に お
い て も軸索 の物質輸送を遮断する こ とを報告 して い る23). そ こ
で 今回 , 高親和性受容体の 産生部位 を同定す るた 捌 こ , コ ル ヒ
チ ン を成熟 マ ウ ス に 投与 した . コ ル ヒ チ ン 1mg/kgを 成熟雄 マ
ウ ス の 腹腔内に 注射 し, 24時間後 に 前述と同様 の 方法で喚上皮
と喚球の 凍結切片を作製 した .
Ⅲ . 嗅糸切断マ ウ ス の作製
ベ ン ト パ ル ビタ ー ル 100m g/kg を成熟堆 マ ウ ス の 腹腔内に
注射 した後 , 補助麻酔と して 頭皮下 に 1 % 塩酸 リ ドカ イ ン (キ
シ ロ カ イ ゾ) を約 0.2ml注射 した . 頭部 に 正 中皮膚切開を 入
れ , 顕微鏡下に マ イ ク ロ ドリ ル を用 い て 前頭骨 の 最前方で関頭
し , 両 側喚球の 上面全体を露出さ せ , そ の 前方 , 側方 , 下方に
沿 っ て 耳手術用の ピ ン を用 い て , 飾板か ら頭蓋内に 入 る喚糸を
切断 した . 切断後は皮膚を綿糸に て縫合 し術創 を閉鎖 Lた . 嗅
糸切断後 1 , 3 , 7 , 1 4, 21, 28 日冒に そ れ ぞれ 喚上 皮 と喚球
を採取 し, 前述の ご とく凍結切片を作製 した .
Ⅳ . 免疫組織化学的検討
免疫染色 は ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ソ ー 複 合 体 (a vidin biotin
pero xida se c omple x, AB C) 法に て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で行 っ た .
凍結切片 を 0.3 % ト ラ イ ト ン Ⅹ 加 リ ン 酸緩衝食塩水(P B S
with O.3 % Trito n- Xl OO, 0.3 % P B S T) に 1 ～ 2 日 間 つ けた 後 ,
0.3 %過酸化水素水加メ タ ノ ー ル に て 10分間内因子 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 活性 を阻止 した . 続 い て非 特異的反応 を阻止す る た め
2 %正 常 ヤ ギ 血清 を30分間反応させ た 後, 1次抗体を48時間反
応 させ た . 1次抗体 に は 抗 trk(763) 抗体, 抗 trk B(794) 抗
体 , 抗 trk C(798) 抗体 (Sa nta Cr u zBiote chn olog y, In c. ,
Califo rnia, USA) を50倍に 希釈 して 使用 した . 2次抗体と して
ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG 抗体 (2 0 0倍希釈 , T A G O
I M M U N O C H E M I C A L S, n c., Ca m arillo, C A, U SA)を使用 し,
45分間反応させ た 後, 3 , 3
,
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 四塩酸塩溶
液(3,3-diaminobe n zidin e,D A B)に て 7 ～ 15分間発色反応 を行 っ
た .
成 績
Ⅰ . 正 常発達過程にお け る観察
抗 trk(763), 抗 trkB(794), 抗 trkC(798) 抗体を用 い て免疫
染色を行 っ た結果 , 全期間を通 じて 強い 染色が認め られ たの ほ
抗 trk(763) 抗体であ っ た . 抗 trk B(794) と抗 trk C(798) 抗体
Tablel. Su m m ary ofthe trk e xpr es sio nin de v eloplng m O u Se Olfa ctory tra ct
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ほ 特定の 時期 , 特定 の 濁位に ごくわ ずか に 染色され る に す ぎな
か っ た .
1 . trk の 発現様式(表1 )
1) 嗅上皮
trk の 発現 は胎生14 日か ら生後10 日 まで は 喚細胞 の 細胞体 と
嗅細胞の 軸索か ら な る粘膜固有層 の 喚神経線維束 に 認 め られ
た . 最も強く trk の 発現を認 めた の は , 胎生16 日 であ っ た ( 図
1 A). 生後 1 日で は鼻腔側 の 喚細胞 か ら trk の 発現が 消失 し ,
基底膜側に 発現が偏 っ て い た (図1 B). 生後10日以降 t 喚細胞 の
細胞体で の trk の 発現は 徐々 に減少 して い っ た . 成熟 喚上 皮で
は , 染色 され る喚細胞数 が胎生後期や出生初期 に 比 べ 減少 し-
(図1 C)t 老年 喚上 皮 で は成熟期よ り染色 され る喚細胞数は さら
に 減少 し , ま ば らに 認め られ るの み だ っ た(図1 D). 重要な 所見
と して 粘膜固有層 で ほ 嘆神経線維束が全期間を通 じて 常に 強い
発 現を 示 した .
2) 喚球
trk の 発現は胎生18 日か ら老年期ま で認め られ た . 喚 神経線
維層 と糸球体層 に 染色を認め た . 嗅神経線維層は全期間を通 じ
て , 常に trk の 発現を 示 した . 糸球 体層 は胎生18 日で ほ ま だ 明
確 な 円形の 糸球体 は認められ な い が , 喚神経線維層と外叢状層
と の 間に わず か に 識 別でき る薄い 層状の 糸球体層 が存在 し, そ
の 部位に 一 致 して trk が 発現 して い た (図2 A). 生後1 日以降
は糸球体層は厚 くな り , 明瞭に 識別 , 染色 され た (図2B). 成熟
期は生後10 日 と同様である が , 喚神経線維層 と , 大型 で 円形を
呈 する糸球体に 一 致 して trk の 発現 が認め られ た( 図2 C). 老年
期で は成熟期 に 比 べ ると 免疫染色性 は低下 して い た (図 2D).
trk の 発現を 要約す る と胎生期か ら 出生直後に お い て は 喚細
胞の 細胞体 と l 嗅細胞の 軸索成分か らな る領域(粘膜圃有層の
嗅神経線維束 , 嗅球の 嗅神経線維層 お よ び糸球体層) の 両 者に
強く認め られ る の に 対 して , 成 熟期や 老年期 に お い て ほ細胞体
で は減弱 し, 喚細胞の 軸東成分 を含む領域 に 強 い 発現 を認め
た .
2 . trk Bの 発 現様式
1) 喚上皮
全期間を通 じて 喚上 皮 と粘膜国有層 の 嗅神経線維束い ずれに
も trk Bの 発現 は認め られ な か っ た ( 図3).
2) 嗅球
喚上皮と同様 に trkB の 出現は 認め られ なか っ た .
3 . trk Cの 発現様式
1) 嗅上皮
全期間を通 じて 嘆上 皮 と粘膜固有層の 嗅神経線維束 い ずれ に
も trk Cの 染色 は認め られ な か っ た ( 図4 A).
2) 喚球
胎生18 日か ら生後 3 日に か けて 糸球体層 , 外叢状層 , 僧帽細
Fig.1. P hoto micr ographs of c or o n al fr o z e n s e ctio n sthr o ugh olfa ctory epithelia, im m u n ohisto chemic ally stain ed fo r a nti
-trk
a ntibody in E16(A), Pl(B), adult(C), and aged (D) mic e･ Olfa ctory epitheliu m of E1 6m o u s e c o ntai s alot of olfa ctory
r ec eptor c ells with trk im m u n or e a ctivity (A). Arr o w sindic ate a x o n al bu ndle s(Ax) with trk im m u n or e a ctivity. Note the
differ e n c ein staining of im mun orea ctive olfactory r e c eptor c ells fr o mE 16(A)to aged(D) m o u s e. O E, Olfa ctory epitheliurn･
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Fig･ 2･ P hotomicr ogr aphs of c or o nalsectio n sthro ugh01factory bulbs, im m u n ohisto che mic a.11y stain ed for a nti
-trk a ntibodyin E18
(A), P lO(B), adult(C), a nd aged(D) mic e･ Note that trk im m u n or e a ctivity of olfa ctory n er v elayer a ndglo m er uli fr o mE18(A)
to aged m o u s e(D)･ O N L, Olfa ctory n er v elayer; G L, glo m er uli; E PL, e Xter n alpte xifor mlayer. Barin(A)indic ateslOOFlm for
(A)～ (D).
Fig･3･ 01fa ctory epitheliu m of adult m o u s e with trkB
im m u n or e a ctivity. Note that trk B im m u n o re activity in
Olfactory epitheliu m w a s abs ent. Arr o windic ate s a x o n al
bundle s with n o trk B im m u n o re a ctivity. O E, 01fa cto ry
epitheliu m . Barindic ate s50FLm .
胸層に 弱く染色を認めた 以外 は trk Cの 発現は認め られ な か っ
た (図4B). 嘆球最外層 の 嗅神経線椎層ほ い ずれ の 時期 に お い
ても陰性であ っ た .
Ⅰ . コ ル ヒ チ ン処理 マ ウ ス にお け る観察
1 . trk
l) 喚上皮
前述 した よ うに , 成熟無処 置 マ ウ ス で は 喚細胞の 細胞体は 弱
い 染色性を示 すの み で あ っ たが , コ ル ヒ チ ン 処理 に よ っ て 喚細
胞の 細胞体 が明 瞭に 染色され るよ うに な っ た . また , 粘膜固有
層の 嗅神経線維束の 染色性も増強 した (図 5 A).
2) 喚球
成熟無処置 マ ウ ス と同様 に喚神経線維層と糸球体に trk の 発
現が 認め られ た . 興味深い こ と に コ ル ヒ チ ン 処理 に よ っ て 新た
に 傍糸球体細胞が染色 され た (図5B).
2 . trkB
l) 喚上皮
成熟無処置 マ ウ ス で は 染色 されなか っ た 嘆神経線維束が コ ル
ヒ チ ン 処理 後 , 新た に 染色され た .
2) 喚球
成熟無処置 マ ウ ス では染色 され なか っ た 嗅神経線維層に新た
に trk Bの 発現を 認め た .
3 . trk C
嗅上皮 , 嗅球共に , コ ル ヒ チ ン 処理後に trk Cの 発現が 増強
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した 所見は認め られ な か っ た .
Ⅲ . 喚糸切断実験に お け る観察
1 . trk(表2)
1) 嗅上皮
嗅糸切断後 3 日目 に ほ 多く の 喚細胞が消失 し喚細胸層が 4 ,
5層 に減少 した が , 7 日 目か ら徐 々 に 回復 し始 め , 28日 目に は
非切断群 と変わ らな い約 7層 まで 嗅細胞層 が回復 した . trk の
Fig･ 4･ P hoto mic rogr aphs of c or o n a.1 s e ctio n s thr o ugh
Olfacto ry epitheliu m in adult(A) a nd olfactory bulb in P 3
m o u se(B), im m u n ohistchemic ally stain ed fo r antトtrk C
a ntibody･ Note that trk C im m u n or e a ctivity in olfa ctory
epitheliu m(O E)0王 adult m o u s e w as abse nt, but that trk C
im m u n or e a ctivities in glo m er uli, e Xter n al ple xifor mlayer,
and mitr al c e11 1ayer of E1 8(↑) w er epr es e nt. Arr o win
(A)indic ate s a x o n al bu ndles with n otrk C im m u n or e a ctiv-
ity･ O N L, 01fa cto ry n e rv elayer. Barin (A)indic ate s50
FLm a nd in (B)indic ate sl OOpm .
発現 は喚糸切断後 7 ～ 14 日 目に か けて 著明 に 増加 し , 喚細胞層
が全層に わ た っ て 染色 され た (図6 A, B). こ と に 再生嗅細胞の
細胞体 に trk の 発現 が強く認め られた . 細胞体の 掛 ､発現 に 対
応 して粘膜固有層の 嗅神経線椎束も trk の 発現 が 増強 して い
た . そ の 後28 日目 に か けて染色され る嗅細胞数は減少 し, 正 常
喚上 皮 とほ ぼ同程度に な っ た ( 図6C).
2) 喚球
Fig･ 5･ P hotor nic rogr aphs of c or o n al s e ctio ns thr o ugh
Olfacto ry epitheliu m(A)a nd bulb(B),im m u n ohistche mic a-
11y stain ed for a nti-trk antibodyin c oIchicin e-tr e ated adult
m o us e･ Note the incr eas ed trk im m u n or e a ctivity in
Olfactory re c eptor c ells a nd ax o n al bu ndles (Arrow
indic ate s), a nd the n e wtrk im m u n or ea ctivityin periglo m e-
rular c ells (Arr o whe ads indic ate). O E, 01fa ctory epitheliu-
m ; ONL, Olfacto ry n er v elayer; G L, Glo m er ul s. Barin
(A)indic ates 50pm a nd in(B)indic ate slOOFL m.
Table2･ Su m m ary ofthe trk e xpr es sio n afte r olfacto ry n er v etra n s ectio n
Day after olfa ctory n er v etr a n se ctiorl
Regio n O bje cts 1 3 7 14 21 28
0)fa ctory epitheliu m
La min apr opria
Olfa ctory bulb
01fa ctory c elIs
Ax o n al bu ndle s
Ner v elayer
Glo m er u丘























Expression w a sgr aded: 肌 str o ng ;廿, m Ode rate; +, W e ak; 土, f aint ; - , abse nt; nd, n Ot
dete r min ed.
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嗅糸切断後14 日 目ま で喚神経線維層は欠損 した ま まで , そ の
間糸球体 はほ とん ど染色 され な か っ た . 21 日目 に は 薄い 再生 し
た喚神経線維束が認め られ る ように な り , こ の 層 と糸球体に 強
い trk の 発現 を認め た . 傍 糸球体細胞も所 々 染色 され た ( 図
7 A). 28 日 冒に ほ さ ら に 嘆神経線維層 が厚く な っ た が , 21 日 目
Fig･6･ 01fa ctory epithelia of 7(A), 1 4(B) a nd 28 days (C)
after olfa ctory n e rv etra n s e ctio n. Note the in cr e as ed trk
im m u n o re a ctivity in olfa ctory r e c eptor c e11s a nd ax o nal
bu ndles of 7a nd 14days aftertr a n s e ction･ O E, 01fa cto ry
epitheliu m . Barin (A)indic ates 50FLm .
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に 比 べ 染色性は低下した . 糸球体も非喚糸切断 マ ウ ス と 同程度
の 染色性を 示 した (図 7B).
2 . trk B
l) 喚上皮
成熟無処置 マ ウ ス で は染色され なか っ た粘膜固有層 の 嗅神経
線維束が , 嗅糸切断後1 日 目 か ら21 日目 ま で 新 た に 染色 され
た . 喚細胞 は染色 され なか っ た .
2) 嗅球
喚糸切断後21 日 目に 薄い 喚神経線維層 に 新た な 染色を弱く認
め た 以外 ほ染色さ れ なか っ た . 糸球体ほ全期間を通 じて 染色 さ
れ な か っ た .
3 . trk C
喚上 皮 , 喚球 ともに 喚糸切断後28 日 目 までtrk Cの 発現は 認
め られ な か っ た .
考 察
N G F が中枢神経系に も存在す る こ と を T ho e n e nらが1985年
に報告 して 以来紬25), 脳 和こお ける神経栄養因子 の 局在や役割
に つ い て の 研究が 数多くな さ れ て い る4)T】8】28卜 28} . そ の 結 果 ,
N G F ほ海馬 , 大脳皮質 , 嘆球に 豊富 に 存在 し, 前脳基底部の コ
リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に 逆行輸送 され , そ の 生存椎持に 作用 し
Fig･ 7･ OIfactory bulbs of 21(A) a nd 28(B) days after
Olfa ctory n er v etran sectio n. Note the in c re a sed trk
im m u n or e activityin olfactory n er v elayer a nd glo m e ru1iof
21 days afte rtr a n s ectio n, and the n e wtrk im m u n oTe a CtivT
ityin periglo m e ru1ar c ells of 21a nd 28 days aftertr a n s ec-
tio n(Arr o whe ads indic ate). O N L, Olfa ctory n e rve layer;
G L, Glom erulu s. Barin(A)a nd(B)indic ate sl OOiLm .
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て い る こ と が 明らか に され て い る4ト 9). 喚球で 合成 され る N G F
ほ こ れ ま で前脳基底部の 対角帯水平部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ ー ロ
ン の 生存維持 に 関与する と 考え られ て い た18) .
一 方 , 低親和性 N GFR に 関 して は , 低親和性 N G F Rに 対す
る抗体を用 い た 免疫覿織化学的研究 に よ る成果が1980年代か ら
次 々 と報告 され た . その うち喚上 皮 に関 して は , 成熟動物の 喚
上 皮で は 発現 しな い とい う報告2g 卜 紺と , 喚細胞体, 樹状 突起 ,
軸索に 発現す る と い う報告32)に 分か れて い る . 粘膜 固有層 の 神
経線維束 に 関 して は 胎生期から生後初期 にか け て発現 し成熟期
には 発現 しな い と い う説29)
31)3 3) と , 成熟 ラ ッ ト に お い て 発 現を認
めた と い う説a4) に 二 分 され る . 喚球 に お け る 発現 に 関 して ,
pior oらは コ ル ヒ チ ン を ラ ッ ト 脳室に注入 した 後 , 僧 帽細胞 に
N G F R が強く染色 された こ と か ら, 僧帽細胞が N GFR の 産生
細胞 であり , 糸球体 が染色 され る源 で ある と考察 し て い る光) .
その 他, 外叢状層 と房飾細胞 に N G F R免疫反応があ り , こ れ ら
の 神経細胞 が糸球体 の 染色に貢献 して い る と の 報 告もある36).
ま た , M iw aら は マ ウ ス 喚糸切断後の 低親和性 N G F Rの 発現 を
観察 し, 切 断後7 ～ 35 日 に喚細胞 , 支持細胞そ して基底細胞
に 陽性所見 を認 め て い る
33)
.
こ の よ うに , こ れま で の 研究 は い ずれ も低親和性 N G F R に
対する抗体 を用 い た 免疫鼠織化学法に よ るもの の み で あ り, 高
親和性 N G F Rの 発現を 調べ た研究ほ な か っ た . 先に 述 べ た 理
由から低親和性 N G F Rの 発現 は必ず しも N G Fと の 関 係 の み
を 示すもの で は ない . 著者の 今 回 の 実験忙 よ り , 初め て 喚上 皮
と喚球に高親和性 N G F R が発現す る こ と が証明され た.
t工k は胎生14 日から老年期ま で 全期間を通 じて 発現 が認 め ら
れ た が , 特に 胎生16 日か ら生後1 0 日に か けて喚細胞 の 細胞体 で
強く発現 した こ とか ら , 発 達期 で は 喚細胞 に お け る 高親和性
N G F Rの 合成が増加 して い る と 推察 され た . 一 方 , 成熟期で ほ
喚細胞 の 細胞体 の 染色性は減弱 して い た が , デル ヒ チ ソ 処理 を
行い , 軸索輸送を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り , 紳胞体の trk 発現
が増強 され た こ とか ら, 成熟期 に お い て も高親和性 N G F R ほ
喚細胞 で 産生 され て い る こ とは 明らか で ある .
一 方 , 嗅糸切断実験 で は切断後7 日 か ら14 日 目に 嗅細胞体 お
よ び喚神経線維 に trk の 発現を 強く認め , 21 日 目, 28 日目と経
過する に つ れ て発現 は減弱 した . 三≡輪は 喚糸切断後 の 喚覚機能
の 回復 を著者 の 実験 と同種 の マ ウ ス を 用い て観察 し, 切 断後28
日 で 喚覚傲能 は回復した と報告 して い る珊 . こ の 結果 か ら , 切
断後28日 で は大部分の 嗅細胞ほ喚球 との シ ナ プ ス 結 合を完了す
るもの と 思わ れ る . 今回の 実験結果 に 当て は め て み る と , 再 生
が 完了 しな い 時期に , 喚細胞 に おけ る高親和性 N G F Rの 合成
が増加 して い るもの と考え られ る .
発達期の 嗅上 皮と 再生過程 の嗅上皮に共通 して い る点は , 両
者 とも嗅球と シ ナ プ ス 結合を有 しな い 未熟な 嗅細胞 が多く存在
する と い う点 で あ る . 今回 の 研究 で ほ , 発達期 , 再生過程の 両
時期 に trk の 発現 が増加 して い る こ と か ら , 未熟 な 嗅細胞 に
trk の 発現が 増加 し, 喚球と の シ ナ プ ス 結合の 完成すなわ ち 喚
細胞 の 成熟 と共に , trk の 発現 は減少す るも の と考えられ た .
こ れ ら の 現象 と似た ような 関係が , 末梢神経(坐骨神経) 切断
時の NGF Rの 動態に も認められ る . 要約する と , 末梢神経を切
断す ると , 切 断 端 よ り 末梢側 の シ ュ ワ ン 細 胞 で N G F と･
N G F Rの 合成 が 高 まり , 中枢側 の 切断端で N G F Rの 濃度が 高
ま る . 末梢 例 の N G F が中枢側 の N G F R に受け渡 さ れ ,
N G F- N G F R複合体の 形で 軸索 を細胞体 まで 逆行輸送 され る と
N G Fの 作用 に よ り神経 の 再生が お こ る が , 神経 が 再生 し , 髄
鞘 の 再生が 完了 す ると･N G F と N G F R は消失す る38 ト 41). 喚細胞
の 場合 , 傷害を 受けた喚細胞は変性か ら細胞死 に 陥 り , 新た な
嗅細胞 の 新生が活発化す る こ と に よ っ て 再 生が完了す る . こ の
時期 に N G F Rの 発現が 増強 し , そ して再生の 完 了す な わ ち嗅
球と の シ ナ プ ス 結合に よ り N G F Rの 発現 が低下 して い る こ と
か ら , こ の 時期 の N G F お よび N G F R ほ末梢神経 の 再生 と同様
に , 再生す る軸索 の 伸展ある い ほ そ の 方向付けに 関与 して い る
可能性 が考 え られ る .
嗅棟 内に N G F が豊富に 存在 して い る こ と は 知 ら れて い る
が , そ の 局在 に 関 して ほ 報告者に よ っ て 若干 の 違 い が み られ
る. ま た , 嗅球 で合成 され る N G Fの 役 割 に 関 して ほ , 他 の
N G F合成部位 で ある海鳥や大脳皮質が そ れ ぞれ 中隔野 , マ イ
ネ ル ト基底核等 の コ リ ソ 作動系 ニ ュ ー ロ ン を 栄養す る の と同様
に , ブ ロ
ー カ ー 対角帯水平部 の 生存維持に関与する と考 え られ
て い る. しか し, 先に も述 べ た よう に , 予備実験に お い て ラ ッ
ト の 嗅球除去を行 っ て も対角帯 ニ ュ ー ロ ン の 変性 が 起 こ ら な
か っ た こ と か ら , こ れま で の 説 に は疑問が残 る . 喚球と シ ナ プ
ス を 持 つ 嗅細胞 が常に 変性 と再生 を繰 り返す と い う特殊 な神経
細胞であ る こ と , また 今回 の 実験 で 嗅細胞 に豊富 に 存在 した
trk が, 成熟とと もに 喚球 で 強く発現 した こ とか らも , 嗅細胞
の 再生 , 生存に 喚球の N G F が関与 して い る可 能性が強く示唆
され た .
今回 の 実験で trk Bの 発現ほ コ ル ヒ チ ン 処理後及び喚糸切断
後 の 一 時 期 に 喚神経線椎束 に発現を認 め る の み で あ っ た .
Deckn e rらほ 成熟 ラ ッ トを 用い て trk Bの 発現を 免疫覿織化学
的に 観察 し, 喚細胞 と嗅神経線維束に発現 を認め た と報告して
お り
42)
, 嗅細胞 に は trk Bも存在す るもの と 思わ れる . しか し,
そ の 発現 の 強 さ お よび 量は 今回 の trk と比較す ると少 なく , 嗅
細胞 の 再生に関与す る 可 能性 ほ低 い も の と推定 さ れ た . trkC
に 関 して ほ こ れ ま で 嗅上 皮 で は 証明 され て い な い . 前述 の
De ckn erらの 報告 で は敵織内固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
法に よ り trk Cm R N A が喚球の 僧帽細胞と房飾細胞 に 発現した
と 報告 さ れ て い る
42)
. 今 回 の 実験 でも発生段階 に お い て 喚球内
に trk Cの 発現 を認 め て お り , 喚球内に は trk Cは 存在す るもの
と 思われ る . 先 に も述 べ た ように , trk Bほ B D N Fと , trk C ほ
N T-3 と そ れ ぞれ結合 し, そ の 機能を 発揮する こ と が 知 られ て
い る18 ト 21). した が っ て , 喚細胞の 再生に お い て N G Fの 関与は
強い もの の , B D N F, N T-3 の 関与は少 な い もの と思わ れ た . し
か し , 嗅細胞 の 再生ある い ほ生存維持が N G Fの み に 依存する
もの な の か , ある い は N G F がそ れ ら に 不 可 欠な もの で あるか
と い っ た 点に 関 して は t 今回 の 免疫阻織化学的な手法の み で は
確定 で きず , さ らに 実 験が必要 で ある と思わ れ る .
さて , 今回 の 実験で 先 に 述 べ た 点 と ほ 別 に 興味深か っ た 点
ほ , 嘆細胞 と嗅球糸球体に お け る trk の 発現時期 の 違 い で あ
る . 発達過程に お い て も , 再生過程 に お い て も い ずれ もl 最初
に喚細胞 に お け る trk の 発現が 増強 し , そ の 発現が 減弱すると
とも に糸球体 で の 発現が増強 して い た . こ れは , N G F R が嗅細
胞 の 成熟 と共 に 嗅神経の 軸索末端側 に よ り多く分布する ように
なる こ とを 意味 して お り , N G F合成部位 である喚球 に 近 い 轍
索成分に N G F Rの 強 い 発現が 見 られ る と い う点で 興味深 い 現
象 である . 坂下 は発達期に お ける糸球体 の シ ナ タス 密度を電子
顕微鏡を用 い て 定量 した
43)
. そ の 結 軋 成熟ラ ッ ト■の シ ナ プス
密度 を 100 %と した場合, 胎生19日 で 6 %, 生後 0 日で 1 6 %そ
喚覚路に おけ る N G Fフ ァ ミ リ ー 高親和性受容体の 分布
して 生後10 日で は 57 % であり, 胎 生後期か ら生後初期 に か け
て急速 に シ ナ プ ス 密度 が増加する と報告 した . 今回 の 結果 でも
生後 1 日が喚細胞 で の trk の 発現と嗅球 で の 発現の 境界期 に あ
た り(表1), こ の 時期が シ ナ プ ス の 形成 に 重要な時期と考 え ら
れ た . また , 嘆糸切断実験で ほ切断後21 日冒に 嗅細胞 で の trk
の 発現 の 減弱 お よ び 糸球体 で の 発現 の 増 強 を み た (表2).
Gra ziadei らの オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を用 い た 実験 で嗅細胞
の タ ー ン オ ー バ ー の 周期ほ約30 日 と報告 され て い る41 ト 4 T) . 今 回
の 実験で は切断後約21 日 目に シ ナ プ ス 結合の ピ ー ク が あ り , 28
日 冒に は ほぼ 切断前の 状態 に 回復 して お り, 同様 の 結果で ある
もの と考 えた .
最後に , 今回 の 実験 に お い て , コ ル ヒ チ ン 処 理 を 行 っ た 動
軌 喚糸切断後21 日目な らび に 生後1 0日 目 に 喚球内の 傍糸球体
細胞 に trk の 発 現 を 強く認 め た . 傍 糸球体細胞 に お け る
N G F Rの 発現 ほ過去 に も報告 され て お り36), 喚細 胞の 再生 に 何
らか の 関係を 持 つ も の と推察 され る .
今回の 実験結果か ら喚上 皮と喚球 に 高親和性 N G F R が発現
して い る こ と が判明 し, 嘆覚伝導路 の 発達 ! 成熟 仁 機能維持と
障害時の 修復過程 に N･G F が関与 して い る可 能性 が高い こ と が
示酸 され た こ と よ り , NG F を中心 とす る神経栄養因子 の 投与
が嗅覚障害 の 治療法に な りうる可 能性が 示 唆 され た . 高齢化社
会の 到来 に よ り , 老化に よ る喚覚低下の 問題 ほ生活 の 質の 向上
の 観点か らも重要な問題 であり , 将来的に神経栄養因子が喚覚
障害患者 へ 臨床応用 され る場合 , 今回 の 実験結果 は受容体の 発
現機転を通 じて 嗅覚伝導路 に おけ る神経栄養因子 の 基礎的研究
デ ー タ を提示 で きた もの と思わ れ る .
結 論
マ ウ ス 喚覚伝導路 に お け る N G Fフ ァ ミ リ ー の 受容体 の 発現
を, 高親和性受容体を コ ー ド して い る け烏 グ ル ー プ の 遺伝子産
物に 対する抗体 を用 い て 免疫範織学的 に 検討 し, 以下 の 結果を
得た .
1 ･ 全期間 を通 じて 染色を認め た の は trk, trkB, trk C の う
ち, trk で あ っ た . よ っ て , 喚覚伝導路の 発達, 成熟 , 生存維持
に N G F が神経栄養国子 と して 関与 して
'
い る 可能性が ある こ と
が示 唆され た .
2 ･ trk の 発現は胎生14 日か ら老年期ま で認め られ た . 喚上
皮でほ喚細胞の 細胞体 と粘膜固有層 の 喚神経線維束に , 喚球で
は喚神経線維層 , 糸球体 に 染色を認め た .
3 ･ 喚細胞で は胎生16 日に 最大 の trk の 発現 を認め , 以後生
後1 0 日に か け て 減少 し, さ らに 成熟舅凱 老年期と加齢 に 従 っ て
発現嗅細胞数が減少 した . 糸球体で ほ胎生18 日から trk の 発現
を認めた ,
4 ･ 嗅糸切断後 7 ～ 1 4 日目 に , 再生喚細胞 の 細胞体 と喚神経
線維束に trk の 発現の 増強を認め , 以後28日 目ま で 減少 した .
糸球体で は喚糸切断後21 日 目に 発現の 増強を認めた が , 28 日 目
にほ非切断 マ ウ ス と 変わ ら な い は ど染色性が低下 した .
5 ･ 成熟 マ ウ ス に つ い て コ ル ヒ チ ン 処 理 で軸索輸送を遮断し
た結果, 喚上 皮で ほ 嘆細胞 の 細胞体 と粘膜固有層の 嗅神経線維
束に trk の 発現 の 増強が認め られ , 喚球 で ほ 傍糸球体細胞 に 新
たな出現を認め た .
以上 の 結果よ り嗅覚伝導路の 発鼠 成熟 , 生存稚持 と神経障
賓時の 伝導路 の 再建 に , N G F が最も重要な役割を演 じて い る
と推察 され た .
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Key w ords N G F family, trkgro up, lrn n un Ohist ∝he mistry, 01fhctorybulb, 01factoryepitheliun
Tqpographicale xpressio n of the n e rv etrOPhic factor rec eptorsin the olfactory epithelium and the o胸･CtOry bulb was
Studied in the m ou seim m un Ohisto che mically･ u Singthe high-a伍mitybind ingofthe trkgro up of tyrosinepr otein kinases.
We u s ed threepolyclo nal antibodies againstrk,trk B and 血C, that speci点cally recognized the n ervegro wth fhctor(NGF)
receptor･ thebrain -derived neur otrophicfactor(B DN F)receptor and the neur o tr ophin-3(NT-3)receptor,r e SpeCtively. h the
丘rstseries ofexperim e nts, the n orm aldev elopm entalchangeS W ere Subsequendyex amined inembryomic(e mbryomicday(E)
14, E 16, E 18), n e O n atal(po stn atal day(P)1, P lO), adulta nd aged mic e. Am o ng the thre e a n tibodiesus ed, trk
im m u nore a ctivlty W aSthe m ostpro min entduring a11the developm entalstagesfro m1 4to the eldest･ In the olfactory
epitheliu m･ the trk iⅡ 皿 unO re a Ctivity peaked atE16andgraduallydecreas edpostnatal ly･ In the s e c o ndseries ofexperim ents,
posible rege nerative ordegenerative efftc s ofaxoto my w eredetected in adultmicewhose olfactory nel Vehadbeen cutand
Who had s w viv edfbr l-28 days･ In these mice, the 血 im m un OreaCdvityin regenerating ce11s and ne rv e Of the olfactory
epithelium W a Sincr e as ed 7-1 4days after ax oto my, While the trk irr m unore activityin olfactory glo meru1iw asincreased 2 1
days after axot om y･ b the th ird series ofe xper 皿e ntS, O m e adult mice were pre b
･e a ted wi th intrapenton eal iqecdon of
COIchicinetoblock the ax on al tr an SPOrtSO 也atthereceptorproducing sites c ouldbedete rmined. h 血ese coIchicine-tr e ated
mice, thepro minenttrk im m un OreaCtivity w as seenin the olfactory c e11s and theperiglo m e ru1ar C ells･ Taken together with
the pres e nt res ult , itis s ug gested that ahigh- affin ty NGF rec eptoris produ cedin the olfac tory c ells andin the
periglo m e ru1ar cells and dis扇buted tothe whole stru CtureSfordifftrentiation, grOWth, m aintain andrege neration of the
Olfhctory syste m･ Among the three n eurotophicfactors,i･e･ NGF, B D N F, andN T-3, NGF m ay thu splay the m ostimportant
roleinolfactory pathw ays･
